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ABSTRAKT 
Tato bakaláská práce byla zamena na pípravu fluorescenn znaených oligosacharid
a na stanovení transglykozylaních/heterotransglykozylaních aktivit enzym ze semen 
dvoudložných rostlin. Jako modelové organismy se využily Lichoeišnice vtší a petržel 
Olomoucká dlouhá. Kvalita a složení znaených akceptorových substrát se monitorovala 
pomocí TLC a MALDI-TOF MS. Pítomnost enzym v semenech rostlin se analyzovala 
pomocí SDS elektroforézy a IEF-PAGE. Transglykozylaní aktivity se detekovaly s využitím 
papírové metody a HPLC. Výsledky naznaují, že v semenech studovaných roslin se nachází 
enzymy, které katalyzují heterotransglykozylaní reakce. 
ABSTRACT 
The bachelor's thesis was focused on preparation of fluorescently labeled oligosaccharides 
and detection of transglycosylating/heterotransglycosylating activities of enzymes 
from dicotyledons. As the model organisms nasturtium and parsley were used. The quality 
and composition of labeled acceptor substrates was monitored by TLC and MALDI-TOF MS. 
The presence of enzymes in the plant seeds was analysed by SDS electrophoresis and IEF-
PAGE. The paper method and HPLC were used for the detection of transglycosylating 
activities. The obtained results suggest that enzymes catalyzing heterotransglycosylating 
reactions are in the seeds of studied plants.
KLÍOVÁ SLOVA 
rostlinná bunná stna, xyloglukan, xyloglukan endotransglykozyláza, 
heterotransglykozylace, fluorescenní metody 
KEYWORDS 
plant cell wall, xyloglucan, xyloglucan endotransglycosylase, heterotransglycosylation, 
fluorimetric methods 
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1 ÚVOD 
Bunná stna rostlin je jednou z charakteristických znak odlišujících rostlinnou bu
ku 
od živoišné. Vytváí ochranný obal bu
ky a je dležitá pi regulaci tvaru rostlinných bunk 
v prbhu jejich rstu a pi komunikaci rostlin s okolním prostedím. Bunná stna bývá 
složena pedevším z polymer celulózy, pektinu, hemicelulózy a z rzných protein. 
Xyloglukan je obsažen v primární bunné stn rostlin a adí se mezi hemicelulózy. 
Vytváí s celulózovými mikrofibrily nekovalentní komplexy. Vzniká tak tídimenzionální 
struktura, celulózo-xyloglukanová sí. Dnešní studie poukazují na to, že sí tvoena 
xyloglukanem a celulózou, je cílem enzymatických aktivit bhem rstu rostlin. A tedy 
ovliv
uje pevnost bunné stny. 
Jak je již zcela známo, bunná stna je metabolicky aktivní, dochází nejen k biosyntéze, 
degradaci, ale i k jejím vratným a nevratným modifikacím. Strukturální zmny bunné stny 
jsou výsledkem innosti rzných enzym, napíklad glykanáz, glykozidáz a transglykozyláz. 
V prbhu nkolika posledních let byly identifikovány tyi enzymy, které pispívají 
k restukturalizaci bunné stny a katalyzují endohydrolýzu nebo endotransglykozylaci 
sacharidových komponent. Mezi tyto enzymy patí i xyloglukan endotransglykozyláza 
(XET). Enzym XET má významnou roli v metabolismu xyloglukanu, díky tomu se podílí 
napíklad na selektivní modifikaci bunných stn rostlin, na rozvol
ování bunných stn 
v prbhu rstu, prodlužování bu
ky a zpev
ování bunných stn. 
Štpení molekul xyloglukanu v bunné stn rostlin je katalyzováno xyloglukan 
endotransglykozylázou pomocí transglykozylaního mechanismu. Prbh této reakce 
odpovídá ping-pongovému reaknímu mechanismu. 
XET se nachází v mnohých rostlinách jako je rýže, houseníek, jemen, topol, oka, 
mungo fazole, lichoeišnice, tamaryšek, petržel, kvták, kiwi a další. 
Studium enzym, mezi které se adí i XET je nesmírn dležité, nejen pro pochopení 
podstaty proces probíhajících v bunných stnách, které se týkají spojování rzných 
sacharid, ale také ke všeobecnému pochopení proces probíhajících v bunné stn rostlin. 
Pedevším z tohoto dvodu byla tato práce zamená na detekci tansglykozylaních aktivit 
v semenech lichoeišnice a petržele. 
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2 TEORETICKÁ ÁST 
2.1 Bunná stna 
2.1.1 Funkce bunné stny 
Bunná stna je vysoce organizovaná struktura, která se aktivn úastní proces
probíhajících jak uvnit bunné stny tak i proces probíhajících na jejím povrchu [1]. 
Bunné stny jsou velice dležité pi absorpci, penosu a sekreci látek v rostlinách. 
Také jsou nezbytné pi vnímání signál (nap.: tlakových) v interakci s patogeny a symbionty 
a hrají dležitou úlohu ve vnitrobunné komunikaci. Mají ústední roli v morfogenezi vetn
regulace a realizace bunného dlení a polarity rstu [2]. Podmínkou rstu a organogeneze 
rostlin je schopnost rstu bunné stny, pi které se uplat
uje vývojová a pletivová 
variabilita ve složení [3].
2.1.2 Složení bunné stny 
Rostlinná bunná stna obvykle bývá pedstavována jako struktura složená z rozsáhlých 
tídimenzionálních (3D) polysacharidických komplex, oddlující bunný obsah (spolu 
s polopropustnou cytoplasmatickou membránou) od vnjšího prostedí. Krom sacharid
obsahuje rzné bílkoviny a aromatické látky. Struktura bunné stny je dobe pizpsobena 
k tomu, aby plnila zásadní biologické funkce jako je transport metabolit v obou smrech 
(ven nebo dovnit bu
ky), mechanická ochrana popípad rstová regulace bhem bunného 
cyklu [1, 4]. 
Rostlinné bunné stny se liší pedevším tlouškou v závislosti na úloze bunk v celistvé 
rostlin. Pozorování ukázala, že ve všech rostlinných bu
kách jsou dv vrstvy: stední lamela 
a primární stna. Navíc nkteré bu
ky vytváí ješt další vrstvu, sekundární stnu. Stední 
lamela se nachází mezi primárními stnami pilehlých bunk a je pedevším složena 
z pektinových látek [2]. Bunné stny syntetizované bhem rstu bu
ky nebo ve fázi 
prodlužování se nazývají primární bunné stny. Bhem rstu a rozpínání existující bunné 
stny se snižuje její tlouška a to mže mít za následek mechanické oslabení. Rst nového 
materiálu tedy musí být peliv koordinovaný s vnitním tlakem pletiv, což udržuje integritu 
bunné stny. 
Složení primární bunné stny vyšších rostlin je rzné. Hlavními složkami 
jsou polysacharidy a proteiny, kdy mnohé z nich jsou glykozylovány. Vtšina rostlinných 
bunk ukoní rst a ukládání materiál do primární bunné stny, když dosáhne svojí 
konené velikosti, piemž si zachová svoji dynamickou strukturu. Po ukonení rstové fáze 
vzniká sekundární bunná stna, která se nachází mezi primární bunnou stnou 
a plasmatickou membránou. Sekundární bunné stny mají zejména mechanickou funkci. 
Napíklad u devnatých rostlin je potebná silná sekundární bunná stna, aby nedocházelo 
ke zhroucení bunk pod nátlakem okolních tkání [5]. 
Složení rostlinných bunných stn se významn liší podle bunného typu. Napíklad 
bunná stna dvoudložných rostlin obsahuje 30 % celulózy, 30 % hemicelulózy, 35 % 
pektinu a 1  5 % strukturálních protein. Naproti tomu nkteré jednodložné rostliny obsahují 
25 % celulózy, 55 % hemicelulózy a 10 % pektinu [6]. 
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2.2 Polysacharidy bunné stny 
2.2.1 Celulóza 
Celulóza (C6H10O5)n je považována za nejhojnjší organickou látku. Celosvtová produkce 
tohoto biopolymeru se odhaduje na 1010 až 1011 t ron. Z tohoto množství je asi 6·109 t 
zpracováno v textilním, papírnickém nebo chemickém prmyslu. Celulóza je nejen hlavním 
stavebním materiálem deva, ale je také hlavní souástí rostlin (bavlna, konopí, len, atd.), 
rostlinných vláken, moských živoich (pláštnce), nebo as, hub, bezobratlých a bakterií. 
Od objevu celulózy A. Payenem v roce 1838 jsou její fyzikální a chemické aspekty intenzivn
studovány. Dnes je už hierarchická struktura celulózy zcela objasnna [7]. 
Vlákna celulózy vykazují jedinenou strukturální hierarchii díky jejich biologickému 
pvodu [8]. V bunné stn rostlin je celulóza hlavní polysacharid. Tento polysacharid 
je nevtvený a skládá se z glukopyranózových jednotek spojených -1,4-glykosidickou 
vazbou [9]. Tyto tenké a dlouhé celulózové makromolekuly jsou spojovány do kompaktních 
a velmi pevných svazk, které se nazývají celulózové mikrofibrily o prmru 10  25 nm 
(Obr. 1). Celulózové mikrofibrily jsou složeny z 50  70 vláken celulózy. 
Vazbou celulózových vláken vzniká nerozpustný a krystalický materiál. Vlákna jsou 
propojena vodíkovými mstky a na tyto etzce se mohou navázat i molekuly jiných 
polysacharid. Práv díky tomu získávají molekuly celulózy v mikrofibrilách tak pravidelné 
uspoádání. Mikrofibrily pak dále vytváí tzv. makrofibrily s tlouškou 0,5 m a délkou 
až 4 m. Jejich pevnost je obrovská a odpovídá pevnosti ocelového drátu stejného prmru 
[10]. 
Obr. 1: Struktura celulózového vlákna, se znázornním celulózových mikrofibril 
a polysacharidového etzce [7]. 
2.2.2 Pektin 
Pektin je jednou z hlavních složek primárních bunných stn všech rostlin [11]. Hlavní 
etzec pektinu tvoí kyselina galakturonová, která existuje jako lineární homopolymer 
(homogalakturonan), nebo má na sob navázané složité postranní etzce 
(rhamnogalakturonan-II). Též mže mít na základním stavebním etzci stídav navázanou 
ramnosu s arabinanem, galaktanem nebo arabinogalaktanem (rhamnogalakturonan-I ) [12]. 
Jde o vysoce hydrofilní polysacharidy, pirozen se vyskytující jako polyanionické 
polymery [11, 13]. Vzhledem k jejich charakteru a regulovanému stupni esterifikace jsou 
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citlivé na kationty. Pektinové molekuly jsou schopné se vázat pes vápníkové mstky (Ca2+) 
k mastným kyselinám. Chování tchto agregát je ízeno stupnm nabití pektinu a také 
koncentrací vápníku [14]. 
Taktéž se zjistilo, že hemicelulóza xyloglukan (XG) mže být pipojena k polymeru 
pektinu [15]. Existuje i více studií, které poukázaly na schopnost tchto polysacharid vázat 
se i s jinými sacharidovými složkami rostlinných bunných stn. 
2.2.3 Hemicelulózy 
Hemicelulózy pedstavují skupinu rozvtvených polysacharid, které jsou strukturn podobné 
celulóze. Jejich základní etzec je složený pevážn z hexóz, jako je napíklad manosa, 
glukóza, galaktóza. Struktura a výskyt hemicelulóz se liší u rzných taxonomických skupin 
rostlin [16]. 
Jde o druhý nejhojnjší biopolymer v rostlinné íši po celulóze. V závislosti na typu 
rostliny a složení její bunné stny, má hemicelulóza rzné procentuální zastoupení. 
Napíklad ve stéble pšenice nebo jemene je hemicelulóza zastoupena z 32 %, ve stéble ovsa 
pak najdeme 27 %, v žitném stéble 31 %, v rýžovém stéble 25 %, ve slunenicovém 
lusku 23 %. Ve slupce z cukrové ttiny najdeme 22 % hemicelulózy a 37 % hemicelulózy 
je obsaženo v kukuiném klasu. 
Hemicelulózy se na základ odlišného typu polysacharidu vtšinou dlí do ty základních 
skupin a to na xyloglukany, manoglykany, xyloglykany a rzn vázané -glukany [17].
Hemicelulózy vytváí matrix, který se poté váže na celulózové mikrofibrily. V primárních 
bunných stnách u dvoudložných rostlin je pevládajícím typem XG, u jednodložných 
rostlin xylan [10]. Hlavní etzec xylanu je složený z xylózových zbytk, které jsou ve form
pentóz. Boní etzce pak tvoí pedevším arabinóza, galaktóza nebo glukóza. [17]. 
2.3 Xyloglukan 
2.3.1 Struktura xyloglukanu 
XG je polysacharid hemicelulózy, který se nachází v primárních bunných stnách všech 
vyšších rostlin. Tvoí vtšinou okolo 20  25 % suché hmotnosti primární bunné stny [18]. 
XG hraje dležitou roli pedevším pi kontrole bunného rstu, slouží také jako rezerva 
uhlíku v semenech mnohých dvoudložných rostlin [19]. 
Základní etzec XG je kvalitativn shodný s celulózou a jeho hlavní etzec je složen z -
1,4-D-glukopyranózových jednotek. Za základní stavební jednotku XG bývají považovány 
yi spojené molekuly glukózy (Obr. 2) [18]. Asi 75 % glukózových zbytk je substituováno 
D-xylopyranózou pes  -1,6- vazbu. Na tyto postranní etzce mohou být navázané zbytky 
D-, L-galaktopyranózy a L-arabinózové zbytky [20]. 
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Obr. 2: Základní etzec XG, Glu = glukózové jednotky, Xyl = xylózové jednotky, Gal = 
galaktózové jednotky [21].
2.3.2 Nomenklatura xyloglukanu 
Fry a kol. (1993) zavedli nomenklaturu pro XG, kde každý substituovaný -D-glykozylový 
zbytek je oznaen jedním písmenem, které pedstavuje uritou monosacharidovou strukturu. 
Název tchto oligosacharid je sestaven z písmen reprezentujících glykozylové zbytky 
ve smru od neredukujícího k redukujícímu konci sacharidu. Toto kódování je uvedeno 
v Tab. 1 [22]. 
Tab. 1: Nomenklatura složení XG; redukující glukózový zbytek, který je peveden 
na alditolový zbytek se oznauje kódem „Gol“ [22]: 
2.4 Celulózo  xyloglukanová sí
XG tvoí vazby s celulózovými mikrofibrily za vzniku 3D struktury, celulózo-xyloglukanové 
sít. Tato sí má funkci nosné konstrukce bunné stny zaruující bu
ce pevnost a tím 
pádem i odolnost vi vnjšímu tlaku [23]. Roztržení bu
ky se brání pomocí osmotického 
tlaku a ten je kompenzován turgorovým tlakem. 
Polymery XG a celulózy se spojují nekovalentn vodíkovou vazbou [24]. Jelikož tato 
struktura má signifikantní význam pro rostlinné bunné stny, byla jí vnována znaná 
pozornost.  
Zjistilo se, že pibližn 8 % bunné stny tvoí XG, který není navázán pímo na povrch 
celulózy, ale vytváí s ní kížové vazby (cross-links). K uvolnní tohoto XG došlo pomocí 
psobení  XG-specifickou endoglukanázou (XEG) na bunnou stnu. 
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XG který je navázán na povrch celulózových mikrofibril tvoí 10 % bunné stny. 
Tento XG byl uvolnn až po psobení XEG a koncentrovaného KOH. 
Další 3 % tvoí XG, který se nachází vevnit nebo mezi celulózovými mikrofibrily, 
uvol
uje se až po koneném štpení bunných stn celulázou a po psobení KOH a XEG 
(Obr. 3) [25]. 
Obr. 3: Celulózo-xyloglukanová sí; zpsoby vazby XG na celulózové mikrofibrily [25]. 
2.5 Modifikace bunné stny 
Nyní je už dobe zdokumentováno, že bunná stna je metabolicky aktivní a uvnit dochází 
nejen k biosyntéze nebo degradaci, ale i k vratným a nevratným modifikacím. Tyto procesy 
jsou pedevším významné pro celkový metabolismus bu
ky [1]. V prbhu diferenciace 
mohou bu
ky zvtšovat svoji velikost nebo mnit svj tvar. Kvli tomuto dvodu dochází 
k restrukturalizaci bunné stny. Roztahování nebo prodlužování bu
ky se odráží na zmn
tlaku a pevnosti bunné stny. Aby se udržela její síla v prbhu zvtšování bu
ky, musí 
docházet ke kontinuální inkorporaci nového materiálu. Strukturální zmny stávající bunné 
stny jsou zprostedkovány rznými enzymy. Ty pomáhají rostlinám pizpsobit se zmnám 
v životním prostedí napíklad tím, že regulují rst a hlídají vstup biotických initel [26]. 
Práv za proces rstu bunné stny je zodpovdná celá skupina enzym typu glykanáz, 
glykozidáz a transglykozyláz. Glykanázy a glykozidázy pedstavují enzymy, které se úastní 
hydrolýzy hlavních složek bunného matrixu [24]. 
Na modifikaci bunné stny se podílí i expanzin (fytohormon), který je dležitý 
pro správnou funkci rostlinného pletiva a pro rozvol
ování bunné stny [27]. Spolu 
s hydrolytickými enzymy, které mají optimum svojí aktivity pi nízkém pH, zpsobí 
uvol
ování vodíkových mstk mezi polysacharidy bunné stny. Bunná stna se pak 
roztahuje a bu
ka roste [28]. V primární bunné stn je expanzin pravdpodobn
zodpovdný za kontrolu rstu regulací dostupnosti glykanu pro jiné enzymy, které jsou 
schopné modifikovat bunnou stnu [27].
Auxin je fytohormon, který reguluje prodloužení, dlení, diferenciaci a morfogenezi bu
ky 
[29]. Detailní mechanismy, kterými auxin reguluje tyto základní bunné odezvy nejsou stále 
zcela pochopeny [30]. Jeho úinkem pravdpodobn dochází k snížení pH bunné stny 
a tím se aktivují enzymy potebné pro její modifikaci [31]. 
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2.6 Xyloglukan endotransglykozyláza 
Tranglykozylázy pedstavují skupinu enzym, které významn pispívají k restrukturalizaci 
bunné stny. Dodnes byly charakterizovány v rostlinách tyi enzymy katalyzující 
transglykozylaní reakci. A to xyloglukan endotransglykozyláza (XET) [32, 33, 34] manan 
endotransglykozyláza/hydroláza [35], -glukan:xyloglukan endotransglykozyláza [36] a xylan 
endotransglykozyláza/hydroláza (endoxylanáza) [37].  
Enzym XET byl objevený temi vdeckými skupinami souasn, v rzných rostlinných 
zdrojích. Pvodn se tento enzym považoval za xyloglukan endotransglykozylázu/hydrolázu 
(XTH). Dnes už se ale ví, že existují dv rzné skupiny enzym [38]. Transferázová aktivita 
(XET, xyloglukan:xyloglukozyl transferáza, EC 2.4.1.207) vede k nehydrolytickému štpení 
a ligaci XG, zatímco xyloglukan endohydrolázová aktivita (XEH xyloglukan-specifická endo-
-(1,4)-glukanáza, EC 3.2.151) katalyzuje nevratné zkracování etzce XG. Hrmová a kol. 
(2009) vytvoili fylogenetický strom, v kterém tyto enzymy rozdlili do tech podrodin [39]. 
Enzym xyloglukan endotransglykozyláza se podle databáze Carbohydrate-Active enzymes 
(CAZY, www.cazypedia.org) adí do glykozylhydrolázové rodiny 16 (GH16) [40]. Rodina 
GH16 je relativn rznorodá a enzymy, které do ní patí, psobí na široké spektrum substrát. 
Patí sem -agarázy, endo-1,3--glukanázy (laminarinázy), endo-1,3/1,4--glukanázy 
(lichenázy), -karaginázy a endotransglykozylázy [41]. 
Rodina GH16 je lenem klanu B (GH-B) spolen s glykozylhydrolázovou 
rodinou 7 (GH7) (Obr. 4). Rzné specifika rodiny GH16 byly vyvinuty z pvodní -1,4-
glukanázy [42]. Enzymy z enzymatické rodiny GH16 štpí -1,4- nebo -1,3-glykosidické 
vazby v rzných glukanech a galaktanech [40]. 
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Obr. 4: Dlení klanu GH-B do enzymových rodin GH16 a GH7 [40]. 
2.6.1 Mechanismus transglykozylaní reakce katalyzované xyloglukan 
endotransglykozylázou   
XET katalyzuje štpení molekul XG pomocí transglykolyzaního mechanismu, který zahrnuje 
nkolik krok [43]:
1. asociace molekuly XET s molekulou XG 
2. štpení XG a uvolnní ásti molekuly obsahující pvodní redukující konec; tvorba 
kovalentn vázaného komplexu enzymu s molekulou XG, která obsahuje nov
vytvoený redukující konec 
3. asociace XET-XG komplexu s molekulou akceptoru (xyloglukan oligosacharidy, 
oligosacharidy odvozené od XG (XGOS)) za tvorby pechodného komplexu 
doprovázeného transglykozylací 
4. disociace komplexu na produkt transglykozylaní reakce a volný enzym, bhem této 
sekvence enzym existuje ve dvou stabilních formách: ve volné form nebo jako 
kovalentn glykozylovaný meziprodukt. 
Tento sled reakce odpovídá ping-pongovému reaknímu mechanismu, kdy po navázání 
prvního substrátu dojde k vytvoení, uvolnní prvního produktu a k vytvoení substituované 
formy enzymu. Následn se naváže druhý substrát, dojde k vytvoení kovalentní vazby mezi 
substráty a k uvolnní druhého produktu [44].  
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Transglykozylaní reakce katalyzovaná XET lze schématicky zapsat ve tvaru: 
XG-XG' + XG* XG-XG* + XG', 
Kde XG-XG' je donor reakce, který obsahuje redukující konec. Molekula XG*
je akceptorem reakce, která mže být bu XG nebo XGOS [45]. Pi reakci vzniká hybridní 
produkt a zbytek polymeru (donoru reakce); (Obr. 5).  
Obr. 5: Mechanismus psobení XET na molekuly XG, které se nachází mezi celulózovými 
mikrofibrilami. CM – mikrofibrily celulózy, XG – xyloglukan, XGOS* – (znaené) 
xyloglukan oligosacharidy [46]. 
2.6.2 Funkce xyloglukan endotransglykozylázy   
Existuje mnoho izoforem rostlinného enzymu XET a tedy i více gen kódujících tento enzym. 
XET se vyskytuje v odlišných pletivech v rzném období rstu rostliny. Což zpsobuje její 
rozliné funkce. 
XET se podílí napíklad na selektivní modifikaci bunných stn rostlin bhem rstu, jde 
o potenciální katalyzátor v rzných reakcích [47], dále se podílí na rozvol
ování bunných 
stn v prbhu rstu, prodlužování bu
ky a zpev
ování bunných stn [32]. 
Enzym XET má významnou a rznorodou roli v metabolismu XG bhem jeho syntézy, 
a taky ve vývoji a stárnutí rostlinné bu
ky [48]. Experimentální údaje ukazují, že podstatná 
ást XET se nachází v primárních stnách rostlinných bunk, v tsné blízkosti jeho substrátu 
XG. Posledním objeveným jevem je schopnost heterotransglykozylace, kdy XET tvoí vazby 
mezi rznými typy polysacharid [46]. 
Mnohé XET enzymy z ad vyšších rostlin byly již charakterizovány a obvykle jsou 
kódovány geny, které patí do velké specifické rodiny s tká
ovou specifitou a rstovým 
stupnm závislým na expresi. 
Geny kódující zástupce XET byly charakterizovány ve velkém potu plod ovoce jako 
napíklad v kiwi, hroznech, jablkách, hruškách a mimo jiné i v rajatech nebo sóji [48,49]. 
Z rýže bylo napíklad izolováno 29 gen pro XET enzymy. Brukvovitá roslina huseníek 
napíklad obsahuje komplexní genové rodiny skládající se z více než 20 XET gen [50]. 
Geny pro XET mžeme najít i v jemenu [51]. Studie také ukázaly, že ticet šest gen
enzym XET se nachází i v topolech. Více izoenzym ze stejné rostliny se liší buto 
nepatrnými rozdíly v enzymové aktivit, nebo rznou expresí [52,53].  
Pro izolaci a namnožení gen XET se využívají hostitelské organismy jako napíklad 
kvasinka Pichia pastoris [54, 55] nebo vyjímen bu
ky hmyzu. 
XET byla izolována napíklad z oky, mungo fazolí, lichoeišnicových semen, 
tamaryšku, z petržele nebo také z kvt kvtáku [56]. Napíklad v semenech lichoeišnice 
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je XET pravdpodobn zodpovdná za uvolnní uloženého XG, který má dležitou roli 
pi výživ sazenice [57]. Funkce XET byla pozorována i u rýže, kde pravdpodobn ovliv
uje 
plasticitu bunné stny, což má za následek prodlužování bunk [50].  
Jelikož se XET akumuluje v epidermálních pletivech nejen pi rstu, ale i v prbhu 
mechanického stresu, mže pispívat ke zpevnní bunné stny a tím minimalizovat 
poškození bunk a pletiv. XET je schopná i ástené lyze bunné stny ímž umožní tvorbu 
xylémových a floémových spojovacích pletiv [58]. 
2.6.3 Biochemická charakterizace XET 
Každý enzym má své optimální podmínky pro svoji aktivitu a funkci v bu
kách, 
které zahrnují pH optimum, teplotní optimum, termostabilitu apod. K základním 
charakteristikám enzym patí i jejich izoelektrický bod (pI). Pokud existuje více izoforem 
jednotlivých XET v rostlin, jejich funkce mže být rzná v závislosti na jejich lokalizaci 
v rostlinném pletiv. Každý takovýto enzym, resp. jeho izoforma mže vyžadovat rzné pH 
nebo teplotu pro svoji funkci. Navíc funkce i aktivita enzymu bývají asto ovliv
ovány 
i hormonálními a environmentálními stimuly [59]. 
Napíklad bylo zjištno, že XET obsažená v hrachové lodyze má hodnotu pI 8,1 [60]. XET 
získaná z tamaryšku má naopak hodnotu pI 5 [57]. Dalším píkladem je jemen, kdy hodnota 
pI u peištného izoenzymu XET izolovaného z jemene (HvXET6) byla urena v rozmezí 
5,9  6,5. Další izoformy XET nalezené v jemeni pak mly pI hodnoty 7,2; 6,7 a 8,4 [39]. 
Napíklad enzym XET nalezený v lichoeišnici má izoelektrický bod s hodnotou pI 5,14 
[61]. Další studie naopak uvádí, že u naklíených semen lichoeišnice vtší byly 
zaznamenány tyi majoritní formy pI 4,7; 5,5; 6,3 a 6,9; dále bylo zaznamenáno asi sedm 
minoritních forem s hodnotami pI v rozmezí 4,4 až 9,6 [62]. Jedním z možných vysvtlení 
výskytu tak velkého množství izoforem XET je, že se odlišují v míst ataku molekuly 
donorového substrátu [56]. Kdy substrátová specifita je jedním ze základních rozdíl mezi 
jednotlivými izoenzymy XET [63]. 
Pomocí studijí byly zjištny i hodnoty pH. Napíklad XET izolovaná ze zrajícíh plod kiwi 
je aktivní v rozmezí pH od 5,0 do 8,0 s optimem mezi 5,5  5,8 [48, 54]. U nepeištné XET 
získané z hrachu bylo stanoveno pH optimum na 5,5; u mungo fazolí se pH optimum 
pohybovalo od 5,8 až 6,0. pH optimum XET získané z kvtu kvtáku se pohybovalo okolo 
5,0  5,5 akoli rzné izoformy XET dosahovaly hodnot až pH  6,5 nebo 7 [54]. Jak již bylo 
vzpomenuto i semena tamaryšku obsahují XET, zde je optimum pH 4,5  5,0 a teplotní 
optimum 40 °C [55].  
U houseníku bylo stanoveno teplotní optimum u smsi izoenzym XET na 30 °C [64]. 
Izoenzym XET izolovaný z jemene (HvXET5) ml teplotní optimum 28 a 30 °C [65]. 
Teplotní optimum XET získané ze semen lichoeišnice bylo stanoveno na 42 °C [66]. 
2.6.4 Metody na detekci a stanovení XET a XEH aktivit 
Existuje více metod na stanovení XET nebo XEH aktivity. Jednmi z nich jsou metody 
založeny na stanovení zmn fyzikáln-chemických veliin, sem patí kolorimetrická 
nebo viskozimetrická metoda. 
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Kolorimetrická metoda popsaná v práci Z. Sulové a kol. (1995) je založena na schopnosti 
XGOS selektivn stimulovat štpení XG v procesu endotransglykozylaní reakce.  
XG-XG + XGOS  XG-XGOS + XG
Depolymerizace XG se v tomto pípad mí jako pokles modro-zeleného zbarvení komplexu 
jód-XG. Transglykosylaní aktivita se vypote jako rozdíl aktivit mených v pítomnosti 
a absenci XGOS. Výhody popsané kolorimetrické metody jsou nízké náklady, jednoduchost, 
rychlost a možnost analyzovat více vzork souasn [67]. 
Viskozimetrická metoda je velmi citlivá a asto se využívá ke stanovení aktivity mnoha 
endoglykan. Jejichž úinek je spojený se snižováním molekulové hmotnosti a tedy 
i s poklesem viskozity polymerních roztok v dsledku transglykozylaní/hydrolytické 
reakce. Aktivita XET je tedy vyjádena jako rozdíl v poklesu viskozity v pítomnosti 
a nepítomnosti XGOS pop. XG.
V porovnání s viskozimetrickou metodou je kolorimetrické stanovení zhruba 10× citlivjší, 
také je mnohokrát rychlejší. Viskozimetrická metoda na druhou stranu poskytuje z hlediska 
citlivosti a rychlosti porovnatelné výsledky s radiometrickým stanovením aktivity [67, 68].  
Na stanovení aktivity XET a XEH enzym existují i metody využívající rzn znaené 
oligosacharidy sloužící jako akceptorové substráty. Ty mohou být znaené radioaktivn
nebo fluorescenn. 
U radiometrické metody se nejastji využívají tritiem [3H] nebo radioaktivním izotopem 
uhlíku [14C] znaené oligosacharidy. Výhodou obou metod je tvorba znaeného hybridního 
produktu, který je na rozdíl od donoru radioaktivní/fluorescenní a na rozdíl od akceptoru 
má vyšší molekulovou hmotnost [32, 69]. Sloueniny se znaeným fluorescenním 
chromoforem jsou široce využívány jako substráty nebo markery v rzných oblastech 
biologického výzkumu. Výhodou fluorimetrické metody je vysoká citlivost, bezpenost 
a relativn nízké náklady ve srovnání s radiometrickými metodami. 
Nejvíce využívaným nástrojem pro detekci transglykozylaní aktivity jsou sulforodaminem 
(SR) znaené oligosacharidy (pedevším XGOS) [69]. Papírovou metodu dot-blot („teka-
skvrna“) prvn popsal Fry ve své práci (1997). Jde o rychlé a semikvantitativní stanovení 
XET aktivity. Test je proveden tak, že filtraní papír Whatman . 1 je impregnovaný smsí 
XG a fluorescenn znaeného XGOS s SR (XGOS-SR). Transglykozylaní reakce 
katalyzovaná XET produkuje xyloglukan-sulforodaminové konjugáty. Testovací papír 
Whatman . 1, na kterém jsou naneseny vzorky je nakonec omyt, aby se odstranily 
nezreagované oligosacharidy. Nevymyté fluorescenní stopy, reprezentující vzniklý 
fluorescenní hybridní produkt, jsou navázané na papírovou matrici pomocí vodíkových 
mstk [70]. 
Tranglykozylaní aktivity mohou být identifikované i chromatograficky. Metoda gelové 
permeaní chromatografie (GPC) byla využita napíklad u tamaryšku a Kurbarylu obecného 
[71, 72]. GPC se využívá na kvantifikaci transglykozylaní reakce sledováním zmn 
v molekulové hmotnosti susbtrát, jejichž reakcí dochází k tvorb produkt s vyšší hmotností. 
GPC mže být spojena s amperometrickým nebo fluorescenním detektorem [33].  
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2.6.5 Heterotransglykozylaní reakce 
V posledních letech se zjistilo, že XET je schopná katalyzovat i heterotransglykozylaní 
reakce. Ty pedstavují reakci mezi sacharidy rzného typu. Na stanovení transglykozylaních 
aktivit se vtšinou využívají znaené oligosacharidy. 
Napíklad v práci Evy Stratilové a kol. (2010) byla detekována XET 
s heterotransglykozylaní aktivitou v proteinovém extraktu z  naklíených semen 
Lichoeišnice vtší. Byl využit XG nebo hydroxyethylcelulóza (HEC) jako donor reakce.
Akceptory reakce byly laminariooligosacharidy (LAOS), -1,3/1,4-D glukooligosacharidy 
(MLGOS), xylooligosacharidy (XYLOS) pustulooligosacharidy (PUOS) a XGOS. U všech 
donor-akceptorových pár se zaznamenala heterotransglykozylaní aktivita. Pouze pi práci 
s oligouronovou kyselinou (OUA), která sloužila jako akceptor, aktivita zaznamenána nebyla 
[66]. 
Ait Mohand a Farkaš (2006) detekovali, pi použití extraktu z naklíených semen 
lichoeišnice, heterotransglykozylaní aktivitu pro páry XG/xyloglukan oligosacharidy 
znaené SR (XG/XGOS-SR), HEC/XGOS-SR, XG/celooligosacharidy znaené SR 
(XG/CEOS-SR) a XG/laminariooligosacharidy znaené SR (XG/LAOS-SR) [73].
V surovém proteinovém extraktu získaném z Lichoeišnice vtší, detekoval Ondej Kosík 
(2010) heterotransglykozylaní aktivity napíklad pro donor-akceptorové páry XG/XGOS, 
XG/celooligosacharidy (CEOS), XG/LAOS, XG/galaktomanooligosacharidy (GMOS), 
XG/MLGOS, HEC/XGOS, HEC/CEOS a HEC/MLGOS. Pi použití proteinového extraktu 
z Houseníku rolního, se mu podailo detekovat transglykozylaní aktivitu pro donor-
akceptorový pár XG/XGOS a heterotransglykozylaní aktivitu pro pár XG/XYLOS[74]. 
Hrmová a kol. (2009) použili purifikovaný proteinový extrakt z jemene a stanovili 
heterotransglykozylaní aktivitu pro donor-akceptorové páry XG/MLGOS a XG/CEOS [65]. 
Ve studii Garajové a kol. (2008) byl použit ásten peištný proteinový extrakt s XET, 
získaný z koen petržele. Tato studie potvrzuje prbh transglykozylaní reakce pro pár 
XG/XGOS, kde aktivita reakce vzrstá se vzrstajícím pH optimem. Nejednoznaných 
výsledk pro heterotransglykozylaní reakci bylo dosaženo u páru XG/CEOS a XG/LAOS 
[75]. 
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2.7 METODY 
2.7.1 Dialýza 
Dialýza se adí mezi separaní techniky. Jde o oddlení látek pes semipermeabilní membránu 
selektivní a pasivní difúzí (Obr. 6). Roztok pufru se nazývá dialyzát, 
je v 100 až 500× násobném objemu vzorku. Vzorek a dialyzát jsou umístny na opaných 
stranách membrány. Molekuly ze vzorku, které jsou vtší než póry v membrán neprochází 
membránou do dialyzátu. Naproti tomu malé molekuly projdou voln pes membránu, ímž 
se snižuje jejich koncentrace ve vzorku. Po urité 
dob (kdy dojde k vyrovnání koncentrací malých 
molekul schopných projít pes membránu), je teba 
vymnit dialyzaní roztok za nový a tím podpoit 
separaci. Samotná dialýza funguje pomocí difúze, 
což je proces, který je výsledkem tepelného nebo 
náhodného pohybu molekul a zpsobuje pohyb 
molekul z oblasti vyšší koncentrace do nižší dokud 
se nedosáhne rovnováhy [76]. 
Obr. 6: Princip dialýzy, prostup analytu semipermeabilní membránou [76]. 
2.7.2 Lyofilizace 
Pro uchování a skladování je poteba biologické materiály stabilizovat nebo konzervovat 
napíklad vysušením. Sušení ale obas zpsobuje ztrátu aktivity vzorku popípad jeho jiné 
poškození. Lyofilizace též nazývaná vymražování nebo vakuové sušení, je metoda sušení, 
u které se znan redukuje možnost poškození analytu. Jelikož je lyofilizace jedna 
z nejkomplexnjších a nákladnjších forem sušení, je její využití vtšinou omezeno pouze 
pro citlivé nebo drahé analyty [77]. 
Lyofilizace probíhá v nkolika etapách. 
První etapou je mražení: 
Pi tomto kroku se analyt zmrazí pod eutektický bod, což je teplota pi které mže analyt 
existovat jen v pevném skupenství. Vtšinou se materiál mrazí za atmosferického tlaku 
na teplotu -15 až -50 °C. Rychlost mražení ovliv
uje velikost krystal (pomalé mražení 
znamená vznik velkých krystal, rychlé chlazení vznik malých krystalk, vhodnjší zpsob). 
Druhým krokem je primární sušení: 
Po zmražení materiálu se zahájí sublimace ledu postupným zvyšováním tlaku až do doby 
kdy zane led sublimovat. Hodnota vakua se obvykle pohybuje v oblasti nkolik desítek 
až stovek Pa. Aby vzniklé páry nesnižovaly hodnotu vakua, musí být rychle odvádny. 
Jelikož sublimace vyžaduje dodání skupenského tepla musí být zmražený materiál lokáln
ohíván. Množství dodaného tepla však musí být takové, aby stailo ke správnému prbhu 
sublimace, ale zárove
 nesmí docházet k tání materiálu. Ztráta vody z materiálu se pohybuje 
okolo 95 %. 
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Poslední fází je sekundární sušení: 
V tomto kroku se odstra
uje zbytková vlhkost. Teplota se postupn zvyšuje na/nad 0 °C 
a dochází k vakuovému sušení. Na konci této etapy obsahuje vzorek pouze nkolik málo % 
(velice asto i mén než 1 %) vlhkosti. Závr lyofilizace je opatrné vyrovnání tlaku, tedy 
zrušení vakua [78]. 
2.7.3 Elektromigraní metody 
Elektromigraní metody spadají do separaních analytických metod. Jsou založeny 
na rozdílné mobilit nabitých ástic ve stejnosmrném elektrickém poli. Mezi nejvýznamjší 
faktory ovliv
ující mobilitu ástic patí: 
- fyzikáln chemické vlastnosti samotných ástic
- vlastnosti prostedí
- vlastnosti nosie
- vlastnosti elektrického pole
Na velikost náboje má vliv napíklad stupe
 ionizace, iontová síla a pH prostedí [79]. 
Do elektromigraních metod patí napíklad zónová elektroforéza, izotachoforéza 
a izoelektrická fokusace [80]. 
2.7.3.1 Elektroforéza 
Elektroforéza spoívá v migraci elektricky nabitých ástic ve stejnosmrném elektrickém poli. 
Elektrické pole je vytvoeno vkládáním konstantního stejnosmrného naptí mezi elektrody. 
Látky se dlí na základ rozdílných rychlostí pohybu v elektrickém poli. 
Spadá sem elektroforéza s pohyblivým rozhraním, zónová elektroforéza, gelová 
elektroforéza nebo kapilární elektroforéza [81]. Díky odlišným fyzikáln-chemickým 
vlastnostem migrují rzné makromolekuly smsi bhem elektroforézy rznými rychlostmi 
a dlí se tak do jednotlivých spot [82]. 
SDS Elektroforéza
Nejastji používanou metodou je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE). 
Experimentální uspoádání elektroforézy v polyakrylamidovém gelu je dvojího typu: mén
používaná elektroforéza v trubikách nebo elektroforéza v plošném uspoádání, která se hojn
využívá. Plošná elektroforéza se provádí horizontáln (gelová deska je v pístroji umístna 
ve vodorovné poloze), nebo vertikáln (deska je kolmo na podložku) [83]. 
SDS polyakrylamidová gelová elektroforéza se využívá k separaci protein na základ
jejich velikosti (molekulové hmotnosti). Pídavkem SDS (dodecylsulfát sodný) získávají 
proteiny vysoký záporný náboj, který je pímo úmrný jejich hmotnosti. Po nanesení proteinu 
na gel, který se nachází v elektrickém poli dojde k migraci protein k anod. Bhem této 
migrace jsou proteiny dleny na principu molekulového síta v polyakrylamidovém gelu 
(Obr 7) [84]. 
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Následn se pokrauje vizualizací 
separovaných protein v gelu. Relativní 
molekulovou hmotnost urujeme srovnáním 
se standardem, který obsahuje proteiny o známé 
molekulové hmotnosti. Dle velikosti protein, 
které chceme separovat se volí koncentrace 
akrylamidu/bis-akrylamidu použitého k píprav
gelu. Vysoká koncentrace se využívá k separaci 
protein o malé molekulové hmotnosti a naopak 
nízké koncentrace polyakrylamidu se využívá 
k separaci protein o vysoké molekulové 
hmotnosti. Mobilita komplexu SDS-bílkovina 
v polyakrylamidovém gelu je pímo úmrná 
logaritmu molekulové hmotnosti píslušného 
proteinu. Touto metodou stanovené hmotnosti 
bílkovin jsou všeobecn uznávány pro úely 
charakterizace bílkovinného preparátu. Znanou 
nevýhodou však je, že vazbou SDS na bílkovinu 
ve vtšin pípad dochází ke ztrát biologické 
aktivity bílkoviny [83, 84].  
Obr. 7: Princip separace protein pomocí SDS-PAGE [85]. 
2.7.3.2 Izoelektrická fokusace (IEF) 
Izoelektrická fokusace se adí mezi elektromigraní metody. Jejím hlavním uplatnním 
je separace látek amfoterního charakteru, které se liší hodnotou izoelektrického bodu, 
tj. velikostí pH, pi kterém náboj látky nabývá nulové hodnoty. Základním pedpokladem 
pro IEF je pítomnost gradientu pH podél kolony vytvoeného pomocí amfolyt, 
které úinkem elektrického pole putují na místa svých izoelektrických bod. A práv tím 
se mezi katodou a anodou vytvoí stálý gradient pH. Kdy nejnižší pH je u anody a nejvyšší 
u katody [79].  
Po vložení elektrického pole se zanou amfolyty pohybovat k anod nebo ke katod, dokud 
se nedostanou do oblasti pH, která odpovídá jejich izoelektrickému bodu. V nm se zastaví 
a nakoncentrují se zde, zafokusují, do velmi tenké zóny [86]. 
Vtšina IEF se provádí horizontáln, s pomocí polyakrylamidových gel s nízkou 
porozitou, která dovoluje migraci protein. Tato metoda je schopna oddlit komponenty, 
které se liší o 0,005 pH jednotku nebo i mén. Záleží jaké amfolyty se zvolí k rozvoji 
stabilního pH gradientu [87]. 
Vtšinou se po IEF pokrauje na druhý rozmr (Obr. 8), kdy se získaný proužek gelu po IEF 
s pásy imobilizovaným pH gradientem nanese na polyakrylamidový gel a analyt se dále dlí 
na základ molekulové hmotnosti pomocí gelové elektroforézy [88].  
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Obr. 8: Schéma znázor
ující IEF a následnou elektroforézu [88]. 
Vizualizace separovaných látek 
Kvli tomu, že vtšina separovaných látek je bezbarvá, je nutné po probhnutí 
elektroforetické metody zaadit tzv. vizualizaci, neboli zviditelnní píslušných složek smsi. 
Na tomto kroku je znan závislé i konené rozlišení separovaných látek. Nejastji 
se využívají barevné reakce. Technikám vizualizace byla vnována znaná pozornost, 
nejpropracovanjší jsou pravdpodobn techniky vizualizace bílkovin a nukleových kyselin. 
Napíklad pro vizualizaci bílkovin se nejastji používá adsorpce barviva (amidoerni, 
methylenové modi, Coomassie blue) na povrch bílkoviny. Kdy po probhnutí napíklad 
elektroforézy nebo IEF se gel po skonení ponoí do roztoku píslušného barviva 
a pak se nkolik hodin vypírá napíklad ve zedné kyselin octové. K odbarvení barviva 
nedojde pouze v místech, kde je barvivo pevn adsorbováno na bílkovinu. Z ostatních ástí 
gelu se barvivo vymyje a získáme barevné zóny na bezbarvém pozadí. 
Až 50× citlivjší vizualizace je metoda založená na vyredukování stíbra z amoniakálního 
roztoku na místech gelu, kde jsou fixovány bílkoviny. Jednou z dalších možností detekce 
je reakce fluoreskující molekuly (nap. fluoreskamin), která po reakci s primáními aminy 
poskytuje produkt s intenzivní fluorescencí v UV-svtle. 
Další metodou mže být autoradiografické obrazy (vznikající záením radionuklid), 
nebo pomocí enzymatických reakcí [83]. 
2.7.4 Chromatografické metody 
Chromatografické metody mžeme rozdlit dle skupenství mobilní fáze na: plynovou, 
kapalinovou nebo superfluidní chromatografii. Chromatografie jako taková je separaní 
proces založený na rozdlování slouenin mezi dv vzájemn nemísitelné fáze, mobilní 
a stacionární.  
Mobilní fází v kapalinové chromatografii je kapalina. Na rozdíl od plynové chromatografie 
rozhoduje o separaci analytu nejen jeho interakce se stacionární fází, ale velmi výrazn
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i použitá mobilní fáze. Doba, kterou stráví analyt ve stacionární nebo v mobilní fázi, závisí 
na afinit ke každé z nich [81]. 
2.7.4.1 HPLC 
HPLC neboli vysokoúinná kapalinová chromatografie je pokroilou a instrumentáln
náronou technikou. V HPLC je dosahováno vysoké úinnosti separaního procesu [80]. 
Zahrnuje soubor metod, založených na rzném separaním mechanismu nap. adsorpce, 
iontová výmna nebo molekulov sítový efekt. 
Využívá se kapalná mobilní fáze, vysokotlaká technika a úinné kolony pro rychlou 
analýzu. Tyto metody se dají dále dlit na chromatografii v systému kapalina-kapalina 
(v dnešní dob se tento model využívá pouze omezen), nebo na chromatografii v systému 
kapalina-tuhá fáze [79]. 
Obr. 9: Základní schéma kapalinového chromatografu [89]. 
Instrumentace HPLC 
Kapalinový chromatograf se skládá ze zásobníku mobilní fáze, odply
ovae (který odstra
uje 
plyny z mobilní fáze), dále následuje erpadlo, injektor (dávkovací zaízení), separaní kolona 
a detektor (Obr. 9) [90]. Kapalina se erpá za pomocí pístových nebo membránových 
erpadel. erpadlo musí být schopno plynule dávkovat kapalinu bez kolísání (puls) prtoku 
do tlak 30 až 50MPa, a to i pi prtocích od 0,1 do 10 ml/min. Vnitní objem erpadla 
by ml být co nejmenší, aby byla umožnná rychlá výmna mobilní fáze [79, 81]. 
Po erpadle následuje dávkovací zaízení. U HPLC musí být nastíknut pesn definovaný 
objem vzorku do proudu mobilní fáze protlaované kolonou pod velkým tlakem. K dávkování 
se využívá dávkovací ventil bžnji však autosampler [80]. Automatické dávkování umož
uje 
automaticky dávkovat adu vzork po sob bez zásahu obsluhy pístroje [79, 91].  
Volba vhodné kolony má u HPLC rozhodující význam. Kolony se u HPLC používají 
prakticky pouze nápl
ové. Pro vtšinu analýz se využívají kolony z nerezové oceli, vtšinou 
o délce 10, 15 nebo 25 cm, s vnitím prmrem 1  2 mm, 4,6 mm nebo 5 mm. Bžný prtok 
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eluentu je zhruba 1  2 ml/min. Uvnit kolony mže být napíklad silikagel, oxidy kov
(nap. Al2O3), organické polymery nebo monolity. 
Jednou z nejdležitjších souástí chromatografu je detektor. HPLC detektory by mly být 
selektivní pro analyty a málo citlivé na mobilní fázi [81]. Detektory pedstavují zaízení 
reagující na zmny složení protékající mobilní fáze, které pevádí na mitelný signál. 
V dnešní dob jsou tém všechny typy používaných detektor u HPLC koncentraní 
a lze je rozdlit do dvou skupin na: 
- selektivní: signál je úmrný pouze koncentraci detekované složky v eluentu 
- univerzální: signál je úmrný celkové vlastnosti eluentu jako celku (mobilní fázi 
a detekované komponenty). 
V praxi se nejastji využívají tyto typy detektor: UV-VIS, fluorescenní detektor, 
elektrochemický detektor, refraktometrický detektor, vodivostní detektor [91]. HPLC lze 
spojit i s hmotnostní chromatografií [92]. 
2.7.4.2 Tenkovrstvá chromatografie (TLC) 
Jde o separaní metodu, kde se roztoky stanovovaných látek nanášejí na TLC destiku 
ped vyvíjením. U TLC je stacionární fáze umístna na pevném podkladu (napíklad 
na hliníkové folii nebo sklenné desce) [81]. 
Separace je poté založena na adsorpci, rozdlení, iontové výmn nebo na kombinaci 
tchto mechanism. K dlení dochází migrací rozpuštných 
látek v rozpouštedle nebo vhodné smsi rozpouštdel (mobilní 
fáze) tenkou vrstvou (stacionární fáze) [93]. Stacionární fází 
vtšinou bývá silikagel nebo alumina. Vrstva adsorbentu 
se pohybuje v rozmezí 0,8  0,25 mm. Proces separace 
je dokonen, když se rozpouštdlo blíží k vrcholu stacionární 
fáze. Poté se destika vyjme z mobilní fáze a osuší se. 
Detekce mže být vizuální, fyzikální (UV), instrumentální 
nebo chemická (pi které se destika posprejuje vhodným 
inidlem) [94]. 
Kvalitativní vyhodnocení probíhá pomocí retardaního 
(retenního) faktoru, což je podíl vzdálenosti stedu skvrny 
od startu a vzdálenosti ela od startu. Znaí se Rf (Obr. 10); 
Obr. 10: TLC destika po vyvíjení vzork, znázornní mení vzdálenosti skvrn pro výpoet 
retenních faktor. 
startuodelavzdálenost
startuodskvrnyvzdálenost
=fR . 
Za daných podmínek je v systému retardaní faktor pro uritou látku konstantou. Rf známé 
složky uríme ze standardu a podle získané hodnoty ji vyhledáme v analyzovaném vzorku 
[81]. 
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Ukázka retenních faktor pro chromatogram na Obr. 10: 
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Možnost kvantitativní analýzy je u TLC znan omezená. Koncentraci složek mžeme 
odhadnout na základ porovnání intenzit zbarvení skvrn komponent vzorku a standard
nadávkovaných ve známé koncentraci. Další možností je odškrabání sorbentu se skvrnou, 
vyextrahování analyzované látky do vhodného rozpouštdla a následné stanovení koncentrace 
vhodnou analytickou metodou [80]. 
2.7.5 Hmotnostní spektrometrie 
Hmotnostní spektrometrie (MS) je založena na interakci iont a polí (magnetického 
a elektrického). MS lze zaadit mezi separaní metody, protože majoritním procesem je zde 
separace na základ pomru hmotnosti a neseného náboje (m/z). Všechny hmotnostní 
spektrometry obsahují iontový zdroj, analyzátor a detektor [79]. 
Iontový zdroj se využívá k pevedení neutrálních molekul analytu na nabité ástice 
(tzv. ionizace). Existuje velké množství rzných technik ionizace. Pro kapalné vzorky 
se využívají rzné elektrospreje nebo chemické ionizace. U pevných vzork se využívá 
ionizace laserem. 
Analyzátor u MS dlí ionty podle pomru hmotnosti a neseného náboje (m/z). 
Jako analyzátor se využívá napíklad kvadrupólový analyzátor, iontová past, prletový 
analyzátor (TOF) a laserová desorpní ionizace na nosii (MALDI, Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization). Nejastji se však v dnešní dob setkáváme s analyzátorem MALDI-
TOF [95]. 
U MALDI je analyt smíchaný s nadbytkem matrice. Tato sms je nanesena na destice 
a je ozaována krátkými pulsy laseru. Energie laserového pulsu je absorbována pedevším 
matricí, ímž dochází k její desorpci (Obr. 11). Odpaující se ástice s sebou strhávají 
molekuly analytu a pevádjí je do plynného skupenství. Analyt je matricí chránn 
ped rozpadem, matrice také napomáhá odpaení a ionizaci vzorku [96].  
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Obr. 11: Schéma ionizace analytu a matrice laserem, následná detekce vzniklých iont
pomocí MS [97]. 
Poslední ástí hmotnostního spektrometru je detektor. Tím mže být napíklad 
elektronásobi nebo fotonásobi. 
Hmotnostní spektrometrie je nejpesnjší metodou pro identifikaci a charakterizaci 
stanovovaných látek. Vtšinou se spojuje jako GC/MS nebo HPLC/MS popípad CE/MS 
[81].
2.7.6 Papírová metoda 
Dot-blot papírová metoda popsána Fryem (1997) je uvedena v kap. 2.6.4 [70]. Po provedení 
uvedeného postupu se papírová matrice vyhodnotí kvantitativn. Napíklad mením 
na pístroji The Synergy™HT (Biotek), který mí absorbanci, fluorescenci 
nebo luminiscenci.
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
3.1 Pístroje a zaízení 
- Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, USA 
- Synergy HT multi-mode microplate reader, Biotek, USA 
- UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF (FlexControl, FlexAnalysis), Bruker Daltonics, 
Nmecko 
- AnchorChip TF 384, Bruker Daltonics, Nmecko 
- Protean®  I12TM IEF system, Bio-Rad, USA 
- Vakuová rotaní odparka typ 351, Unipan, Polsko 
- Centrifuga Allegra X-22R Series, Beckman coulter, USA 
- Laboratorní mini-centriguga Chibitan II, Merck Millipore, Tokio 
- Vortex mixer VM-300, Gemmy industrial corp., Taiwan 
- Míchaka rocking platform typ WT 15, Biometra, Nmecko 
- Spektrofotometr UV/VIS 6305, Jenway, Anglie 
- Agilent 1100 HPLC, Hewlett Packard, USA 
- InoLab pH Level 1, WTW, Nmecko 
- MS-3000  Magnetic stirrer, Biosan, Lotyšsko
- MiniSpin s rotorem F-45-12-11, eppendorf, Nmecko
- Lyofilizátor: FreeZone® 6, 12 and 18 Liter, Labconco corporation, USA 
- Namrazování u lyofilizátoru: Freezone benchtop shell freezer, Labconco corporation, 
USA 
- SpeedVac Concentrator Savant SVC100H, Thermo Scientific, USA  
3.2 Pomcky 
- TLC destiky Silica gel 60 F254, 20×20cm, Merck, Nmecko 
- Silikagel 60, Merck, Nmecko 
- EP 200-Agroperlit (1 x 4 mm), LB Minerals, a.s., Slovenská republika 
- Papírová matrice Whatman 3MM, Sigma-Aldrich,USA 
- Silonová plachetka 
- Bžné laboratorní sklo a pomcky 
3.3 Chemikálie 
- Sulforodamin (LissamineTM rhodamine B sulfonyl chloride, LRSC) – Across 
Organics, Thermo Scientific, USA  
- Ethanol, Merck Millipore, Nmecko 
- Acetonitril, Merck Millipore, Nmecko 
- Metanol, Merck Millipore, Nmecko 
- Aceton, Slavus, Slovenská republika 
- Butanol, Merck Millipore, Nmecko 
- Kyanoborohydrid sodný, Merck Millipore, Nmecko 
- Octan amonný, Lachema, eská republika 
- Orcinol, Lachema, eská republika 
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- Nesslerovo inidlo, Merck Millipore, Nmecko 
- Izopropanol, Sigma-Aldrich, USA 
- Kyselina mravení, Penta, eská republika 
- 2,5-dihydroxybenzoová kyselina, Sigma-Aldrich, USA 
- -kyano-4-hydroxyskoicová kyselina, Sigma-Aldrich, USA 
- Chlorid sodný, Merck Millipore, Nmecko 
- Síran amonný, Slavus, Slovenská republika 
- Peroxodisíran amonný (APS), Lachema, eská republika 
- Dodecylsíran sodný (SDS), Serva, USA 
- 2-amino-2-hydroxymetyl-propan-1,3-diol (Tris), Sigma-Aldrich, USA 
- Akrylamid, Sigma-Aldrich, USA 
- Bis-akrylamid, Sigma-Aldrich, USA 
- N,N,N,N-tetramethylethylendiamin (Temed), Sigma-Aldrich, USA 
- Glycin, Lachema, eská republika 
- Coomassie Brilliant Blue, Thermo Scientific, USA  
- Standard pro elektroforézu (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 až 170 kDa), 
Thremo Scientific, USA
- Kyselina octová, Slavus, Slovenská republika 
- Trichloroctová kyselina (TCA) , Sigma-Aldrich, USA 
- Tetraboritan sodný, Lachema, eská republika 
- Rehydrataní roztok pro IEF (ReadyPrep TM 2-D Starter Kit), Bio-Rad, USA 
- Minerální olej pro IEF, Bio-Rad, USA 
- Standard pro IEF (Protein test mixture for pI-determination, pH 3-10), Serva, 
Nmecko 
- Agaróza, Sigma-Aldrich, USA 
- Kyselina citrónová, Slavus, Slovenská republika 
- Fosforenan sodný, Lachema, eská republika 
- Voda 
3.4 Píprava fluorescenn znaených substrát
Polymery sacharid pocházely z rzných rostlinných zdroj, které se zakoupily v komerních 
firmách. Oligosacharidy z píslušných polymer pipravil p. Lipka na Chemickém ústav, 
Slovenská akademie vd, Bratislava, Slovenská republika.  
Pipravené oligosacharidy: 
- XGOS 
- LAOS 
- PUOS 
- CEOS 
- GMOS 
- manooligosacharidy (MANOS) 
- arabinogalaktooligosacharidy (AGOS) 
- MLGOS 
- OUA 
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- XYLOS 
Tyto oligosacharidy se fluorescenn znaily SR podle níže uvedeného postupu. 
Aminace 
Navážila se reakní sms: 
- 5 mg oligosacharidu 
- 5 mg kyanoborohydridu sodného 
- 30 mg octanu amonného 
- 100 l vody. 
Pipravená sms se nechala inkubovat v uzavené eppendorfce tyi hodiny pi 80 °C. 
Po skonení inkubace se odebraly 2 l do 18 l vody. Z toho se nanesl 1 l na silikagelovou 
destiku. Tato destika se nechala vyvíjet v systému n-propanol-methanol-voda (2/1/1). 
Po vyvinutí se destika vytáhla, osušila pod fénem a následovala detekce roztokem orcinolu. 
Kdy glykaminy zstávaly na startu. 
K reakní smsi se pidaly 3 ml ethanolu a sms se nechala stát 10  15 min v mrazáku. 
Vzniklá sraženina se následn promyla 90% ethanolem a zcentrifugovala (4 °C, 4500 ot/min). 
Po odstední se vyzkoušela reakce na amonné ionty v supernatantu pomocí Nesslerova 
inidla. Pokud byla reakce pozitivní opt se sraženina promyla 90% ethanolem a postup 
se opakoval. Takto se sraženina promývala až do negativní reakce s Nesslerovým inidlem. 
Barvení 
Promytá sraženina z pedchozího kroku se rozpustila v 0,5 ml 3% tetraboritanu sodném. 
Následn se pidalo 5 mg SR. V uzavené zkumavce se roztok nechal inkubovat 
6  16 hod. pi pokojové teplot. 
Poté se roztok vysrážel pomocí 5 ml acetonu. Takto se sraženina promývala acetonem 
dokud nebyl supernatant bezbarvý. 
Produkty se vymyly ze sraženiny 70% ethanolem, 3  4 krát, po každém promytí 
a zcentrifugování se supernatant odložil. Nakonec se supernatanty spojily a poté 
se zkontrolovaly pomocí TLC (ve vyvíjecím systému butanol-ethanol-voda (5/3/2)). TLC 
destiky se vyhodnotily pod UV svtlem. Jako standard se použil samotný SR. 
Spojené ethanolové supernatanty se zahustily do sucha na vakuové rotaní odparce. 
Odparek se rozpustil v 1  2 ml 20% ethanolu. 
Koncentrace se stanovila spektrofotometricky (10 l vzorku a 990 l ethanolu), pi vlnové 
délce 566 nm, oproti 20% ethanolu, který se využíval jako kontrolní vzorek. 
Peištní produktu 
Do prázdné 5 ml plastové injekní stíkaky, která se na spodku vystlala sklenným filtraním 
papírem, nebo vatou, se nasypalo pibližn 5 ml silikagelu 60. Silikagel se v kolonce dobe 
utesl a na nj se nanesl rozpuštný produkt. Kolonka se vymývala nejprve acetonem. 
Po vymytí barvy se na kolonku nanesl 20% ethanol, kterým se vytsnil vzorek. Získaný 
produkt se zahustil na vakuové rotaní odparce. Kontrola istoty vzorku se provedla pomocí 
TLC, v systému butanol-ethanol-voda (5/3/2), kdy detekce probíhala pod UV svtlem. 
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Tímto postupem byly naberveny následující oligosacharidy: 
- XGOS-SR 
- LAOS-SR 
- CEOS-SR 
- AGOS znaené SR (AGOS-SR) 
- GMOS znaené SR (GMOS-SR)
- MANOS znaené SR (MANOS-SR)
- PUOS znaené SR (PUOS-SR)
- MLGOS znaené SR (MLGOS-SR) 
- OUA znaené SR (OUA-SR) 
- XYLOS znaené SR (XYLOS-SR) 
3.4.1 Kontrola pomocí TLC 
Vzorky se po probhnutí reakce opt zkontrolovaly pomocí TLC, ve vyvíjecím systému 
butanol-ethanol-voda (5/3/2), s detekcí pod UV svtlem. Jako standard se použil samotný SR. 
3.4.2 Kontrola istoty fluorescenn znaených substrát pomocí MS 
Molekulové hmotnosti použitých fluorescenn znaených oligosacharid se analyzovaly 
pomocí hmotnostní spektrometrie na UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF hmotnostním 
spektrometru. Kdy 0,5 l znaeného oligosacharidu (50 ng/l vody) se smíchalo 
s 0,5 l matrice na ocelové destice s teríky sloužícími pro aplikaci vzorku. Jako matrice 
se použila 2,5-dihydroxybenzoová kyselina (10 mg/ml) nebo -kyano-4-hydroxyskoicová 
kyselina v 60% (w/v) acetonitrilu. Systém se kalibroval mením šesti standardních peptid, 
mení se uskutenilo v pozitívním iontovém módu pi reflektronovém uspoádání 
v programu FlexControl. Namaná data se vyhodnotila v programu FlexAnalysis. 
3.5 Izolace proteinového extraktu ze semen lichoeišnice a petržele 
Na vlhený perlit se nasadila semena Lichoeišnice vtší (Tropaeolum majus) nebo petržele 
Olomoucké dlouhé (Petroselinum crispum). Po sedmi dnech klíení, se oddlila naklíená 
semena od ostatních ástí rostlin. 
Tato semena se rozetela v tecí misce spolu s citrát-fosfátovým pufrem, pH 5,5 s obsahem 
1M NaCl. Semena se tela do vzniku kašiky. Poté se tento roztok nechal míchat na míchace 
v chladícím boxu pes noc. Další den se sms pefiltrovala pes silonovou plachetku, 
aby se odstranily hrubé neistoty. 
Získaný roztok se zcentrifugoval (20 min, 20 000 ot/min pi 4 °C). Po centrifugaci 
se odebral supernatant tak, aby nedošlo k nasátí usazené látky. Následovalo frakní srážení 
síranem amonným, do dosáhnutí 90 % saturace (61,1 g síranu amonného na 100 ml 
supernatantu). Síran se k roztoku pidával pomalu, v chladícím boxu za stálého míchání. 
Po pidání veškerého síranu se roztok míchal v chladu ješt další hodinu. 
Následn se roztok opt cetrifugoval (15 min, 20 000 ot/min pi 4 °C). Odebral 
se supernatant a sediment se rozmíchal v destilované vod. Tento roztok se dal 
do dialyzaního stívka na dialýzu. Vzorek se dialyzoval dv hodiny pod tekoucí vodou. 
Nakonec probíhala dialýza v destilované vod (zhruba jednu hodinu) a následn
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v redestilované vod za souasného míchání v chladu pes noc. Zdialyzovaný roztok 
se na závr zlyofilizoval. Lyofilizát se poté pechovával v eppendorfkách v mrazáku. 
3.6 Elektroforéza 
Na elektroforézu se použila aparatura Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Obr. 12). Mezi skla 
se nalil separaní gel (Tab. 2). Nad tímto separaním gelem se ponechal volný prostor 
asi 1,5 cm. Separaní gel se poté pekryl 96% ethanolem nebo izopropanolem. Po ztuhnutí 
separaního gelu se ethanol dkladn vymyl vodou. Na ztuhlý gel se nanesel koncentraní gel 
(Tab. 3). Do tohoto koncentraního gelu se vložil heben a gel se nechal ztuhnout.  
Po ztuhnutí se gel (složený ze separaního a koncentraního gelu) vložil do aparatury 
pro elektroforézu, do které se nalil roztok, ve kterém bží elektroforéza (running pufr). 
Obr. 12: Aparatura Mini-PROTEAN® Tetra Cell. 
Tab. 2: Složení separaního gelu: 
% koncentrace gelu 7% 10% 12% 15% 
chemikálie  množství na 1 gel [ml] 
voda 2,55 2,05 1,70 1,20 
1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 s 0,4% SDS 1,25 1,25 1,25 1,25 
akrylamid:bis-akrylamid (30%:0,8% w/v) 1,15 1,65 2,00 2,50 
10% (w/v) APS 0,025 0,025 0,025 0,025 
temed 0,002 5 0,002 5 0,002 5 0,002 5 
celkový objem 5,002 5 5,002 5 5,002 5 5,002 5 
Tab. 3: Složení koncentraního gelu: 
chemikálie množství na 1 gel [ml]  
voda 1,540 
0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 s 0,4% SDS 0,625 
akrylamid:bis-akrylamid (30%:0,8% w/v) 0,335 
10% (w/v) APS 12,500 
temed 2,500 
celkový objem 2,525 
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Složení running pufru, pH 8,3 (na 1 litr): 
- 0,125 M 15 g Tris Base 
- 0,960 M 72 g glycin 
- 0,5%   5 g SDS 
Navážené množství chemikálií se doplnilo do 500 ml vodou, upravilo se pH a roztok 
se dolpnil do 1 000 ml. Takto získaný running pufr se musí vždy ped nalitím do aparatury 
5× zedit. Po nalití pufru, ve kterém bží elektroforéza, se z gelu vytáhl heben 
a do vymezených prostor se nadávkoval standard a vzorky. Elektroforéza se zapojila 
a pi 200 V bžela pibližn hodinu.  
Následn se pokraovalo barvením gelu pomocí Coomassie Brilliant Blue (CBB). 
K tomuto barvení je poteba: fixaní roztok, barvící roztok a odbarvovací roztok. 
Po skonení elektroforézy se gel ponoil do 100 ml fixaního roztoku a nechal se míchat 
na míchace jednu hodinu. Po vylití tohoto roztoku z Petriho misky se gel barvil zhruba 
ve 100 ml barvícího roztoku. 
Barvící roztok se z Petriho misky vylil a gel se opláchnul destilovanou vodou. Do Petriho 
misky s gelem se poté nalilo zhruba 100 ml odbarvovacího roztoku a gel se nechal odbarvovat 
24 hod. V pípad poteby se odbarvovací roztok v prbhu odbarvování vym
oval. 
Složení fixaního roztoku (na 1 litr):  
- methanol 454 ml 
- voda 500 ml 
- kyselina octová  46 ml 
Složení barvícího roztoku (na 1 litr): 
- methanol 454 ml 
- voda 500 ml 
- kyselina octová  46 ml 
- CBB    1 g 
Roztok je teba ped použitím zfiltrovat. 
Složení odbarvovacího roztoku (na 1 litr): 
- methanol   50 ml 
- voda 875 ml 
- kyselina octová   75 ml 
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3.7 Izoelektrická fokusace 
Izoelektrická fokusace se provádla na pístroji Protean® I12TM IEF systém s kitem 
ReadyPrepTM 2-D Starter Kit. Použily se 7 cm gelové proužky (stripy) s rozsahem pH 3  10.  
Do rehydrataní nádoby se napipetoval roztok složený z: 
- vzorek   25 l 
- voda   25 l 
- rehydrataní roztok 125 l 
Stejným zpsobem se pipravil a rehydratoval i vzorek standardu složený z: 
- standard   25 l 
- rehydrataní roztok 125 l 
Z gelových strip se opatrn sundaly folie, stripy se vložily gelem dol do roztoku 
a po hodin se zalily 2  3 ml minerálním olejem a nechaly se rehydratovat pes noc.  
Poté se gelové stripy vyndaly z minerálního oleje, nechaly se zhruba osm sekund okapat. 
Po okapání se stripy vložily mezi elektrody gelem dol. Nakonec se nastavil program 
a spustila se IEF (Tab. 4). 
Tab. 4: Podmínky IEF: 
200 V 30 min 
700 V 120 min 
700 V 20 min 
300 V 30 min 
Po skonení IEF se gelové stripy nabarvily pomocí CBB. 
V pípad barvení se proteiny fixovaly 40 min v 20% TCA. Dále následovalo hodinové 
barvení pomocí roztoku CBB a odbarvování s odbarvovacím roztokem (složení kap. 3.6).  
3.8 Detekce transglykozylaních aktivit 
Detekce transglykozylaních aktivit proteinových extrakt, ze semen lichoeišnice a petržele, 
se provedla pomocí papírové metody a metody HPLC. 
3.8.1 Mení aktivity pomocí papírové metody 
Na papírovou matrici se nanesla reakní sms obsahující 5 l sacharidového polymeru, 
1 l fluorescenn znaeného oligosacharidu a 5 l proteinového extraktu z klíících semen 
lichoeišnice nebo petržele. Stanovení se provádlo v pti asových intervalech (0; 0,5; 2; 5 
a 24 hod). 
Na detekci transglykozylaních aktivit se použily jako akceptory reakce všechny 
pipravené fluorescenn znaené oligosacharidy a jako donor reakce se použil 0,3% XG. 
Lyofilizáty získaných proteinových extrakt se rozpustily ve vod a zcentrifugovaly se. 
Do nových oznaených eppendorfek se napipetovalo 11 l kyseliny mravení. 
Po zadaných asových intervalech se odebíralo 11 l reakní smsi do eppendorfek 
s kyselinou mravení, která zastavuje píslušnou enzymovou reakci. 
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Poté se z eppendorfek nanášely paraleln na pipravenou papírovou matrici 4 l reakní 
smsi. Matrice se vyrobila z filtraního papíru Whatman 3MM a odpovídala 96 jamkové 
mikrotitraní destice. 
Po nanesení a zaschnutí vzork se matrice vymývala s vymývacím roztokem v Petriho 
misce pibližn dv hodiny. Po tomto ase se matrice vymývala další hodinu v roztoku 
66% ethanolu. 
Složení vymývacího roztoku (na 1 litr): 
- kyselina mravení   50 ml 
- voda 290 ml 
- ethanol 660 ml 
Po vymytí se matrice vysušila fénem a vznik fluorescenn znaeného hybridního 
produktu se detekoval pomocí pístroje Synergy HT multi-mode microplate reader 
nebo pod UV svtlem. 
3.8.2 HPLC 
Reakní smsi se pipravily stejným postupem jako v kap. 3.8.1 a inkubovaly se v rzných 
asových intervalech. Jako kontrola se použila reakní sms, která se nanesla na kolonu 
v ase 0 hod., nebo se použil samotný znaený oligosacharid. 
Analýzy se uskutenily v izokratickém režimu, na principu molekulárního síta (size-
exclusion chromatography), na pístroji Hewlett Packard 1100 (Palo Alto, CA, USA) 
s fluorescenním detektorem. Jako software se využil program ChemStation (Agilent, Santa 
Clara, CA, USA). Detektor se naprogramoval tak, že pi 530 nm docházelo k excitaci 
a k emisi docházelo pi 575 nm. K analýze se využila kolona TSK gel G3000 SWXL 
o rozmrech 7,8×300 mm (TosoHaas, Tokio, Japan). Jako mobilní fáze se použil 100 mM 
octan amonný s pH 5,7, který obsahoval vodný acetonitril. Rychlost eluce se nastavila 
na 0,5 ml/ml [98].
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Identifikace znaených oligosacharid pomocí TLC 
Kontrola složení a kvality fluorescenn znaených oligosacharid byla provádna pomocí 
TLC s detekcí pod UV svtlem podle kap. 3.4.1.  
Na Obr. 13 jsou zobrazené silikagelové destiky, na které byly naneseny roztoky 
pipravených oligosacharid XGOS-SR a GMOS-SR. Ty byly v použité mobilní fázi 
rozdleny na základ svých rozdílných afinit ke stacionární fázi, resp. molekulových 
hmotností oligosacharid pítomných ve vzorcích. Jako kontrola byl použit vodný roztok SR. 
Na Obr. 13A,B byl SR detekován nahoe TLC destiek, jelikož šlo o látku s nižší 
molekulovou hmotností. Naproti tomu znaené XGOS-SR byly nalezeny na spod TLC 
destiky, protože pedstavovaly sms oligosacharid s vtší molekulovou hmotností, 
xyloglukannonasacharidy znaené SR (XGOS9-SR) (Obr. 13B).  
Na druhé silikagelové destice (Obr. 13A) byly nalezeny vedle istého SR 
galaktomanodisacharidy znaené SR (GMOS2-SR). Jelikož šlo o menší molekulu, byla tsn
pod SR. 
Obr. 13: TLC fluorescenn znaených oligosacharid,   GMOS-  XGOS-SR. 
4.2 Identifikace znaených oligosacharid pomocí MALDI-TOF MS   
Pipravené oligosacharidy byly následn analyzovány pomocí MS, podle kap. 3.4.2. 
Protože jde o citlivjší metodu, na získaných spektrech mohly být oveny výsledky získané 
z TLC. Jelikož analýzy byly provedly v pozitivním reflektronovém módu, docházelo k vazb
kationtu Na+ na píslušné oligosacharidy. 
Ze získaného spektra (Obr 14A) pro XGOS-SR bylo možné vyíst, že nejvyšší intenzitu 
vykazoval pík s molekulovou hmotností 1 950 g/mol, který pedstavoval nonasacharidy. 
Ty byly identifikovány i pomocí metody TLC. Ve vzorku byly též pítomné oktasacharidy 
A B 
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a heptasacharidy s molekulovými hmotnostmi 1 788 g/mol a 1 656 g/mol. Pomocí MS 
byly identifikovány i monosacharidy (722 g/mol), které byly ve všech analyzovaných 
vzorcích XGOS-SR. Pravdpodobn docházelo k jejich odštpení pi ionizaci. 
Na spektru pro GMOS-SR (Obr. 14B) byl s nejvyšší intenzitu zaznamenán disacharid 
s molekulovou hmotností 906 g/mol. Dále byly detekovány trisacharidy (1 068 g/mol), 
tetrasacharidy (1 230 g/mol), pentasacharidy (1 392 g/mol) a hexasacharidy (1 554 g/mol), 
které nebyly pomocí metody TLC identifikovány. 
Metodou MS byly potvrzeny výsledky získané pomocí TLC. XGOS-SR obsahovaly 
pedevším nonasacharidy a GMOS-SR zase disacharidy. Oligosacharidy detekované pomocí 
TLC vykazovaly na MALDI nevyšší intenzitu. 
  
A
38 
Obr. 14: Hmotnostní spektra fluorescenn znaených oligosacharid po jejich analýze 
MALDI-TOF MS. A – XGOS-SR, B – GMOS-SR. 
4.3 Izolace proteinového extraktu ze semen lichoeišnice a petržele 
Dle postupu uvedeného v kap. 3.5 byly vyizolovány proteinové extrakty z naklíených semen 
lichoeišnice vtší (Tropaeolum majus) a petržele Olomoucké dlouhé (Petroselinum 
crispum). Tyto extrakty byly dále analyzovány pomocí IEF na polyakrylamidovém gelu (IEF-
PAGE) a  SDS-PAGE. 
4.4 Elektroforéza 
SDS elektroforéza byla provedena se získanými extrakty z naklíených semen lichoeišnice 
a petržele. Izolovaná XET by dle doposud publikovaných prací mla mít okolo 30 kDa. 
Gelové pásy obsahující vzorky po jejich rozdlení na základ molekulových hmotností byly 
uvedeny na Obr. 15. Jako standard byl použit PageRuler Prestained Protein Ladder, 
obsahující proteiny s molekulovými hmotnostmi 10 až 170 kDa. 
Jelikož extrakt z petržele byl navíc peištný pomocí afinitní chtomatografie, obsahoval 
mén protein než extrakt z lichoeišnice. V proteinových extraktech studovaných rostlin 
byly nalezeny enzymy s molekulovou hmotností pibližn 30 kDa (Obr. 15). Mohlo být tedy 
pedpokládáno, že tyto pásy pedstavovaly hledaný enzym XET. 
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Obr. 15: Gelové pásy po SDS elektroforéze a barvení CBB; A – standard, B – lichoeišnice 
a C – petržel. Hledaný enzym je ervn zakroužkovaný. 
4.5 IEF 
Izoelektrická fokusace byla provedena podle kap. 3.7. Literatura uvádí, že v semenech 
lichoeišnice bylo nalezeno nkolik majoritních a minoritních forem XET. Kdy hodnota pI 
majoritních forem byla urena na 5,14; 4,7; 5,5; 6,3 a 6,9 a pI minoritních forem na 4,4 a 9,6 
[62, 63]. V semenech petržele byly doposud identifikované XET s pI v rozsahu od 4,55 do 5,9 
[99]. 
V této ásti práce byl hledán enzym s pI 6,3 ze semen lichoeišnice, jelikož tomuto 
proteinu byla pipsaná heterotransglykozylaní aktivita [66]. V pípad semen z petržele 
nebyla doposud pipsána žádné z izoforem XET aktivita katalyzující heterotransfery. 
Na Obr. 16, v proteinovém extraktu ze semen lichoeišnice, byl zobrazen pítomný enzym 
s pI 6,3. V extraktu ze semen z petržele byly také nalezeny proteiny v hledaném rozsahu pI, 
s hodnotami 5,5; 5,3; 5,2 a 4,9. Jelikož nebylo pracováno s purifikovanými enzymy, 
byly ve vzorcích pítomny i další proteiny, podobn jako pi SDS elektroforéze. I pesto však 
byly touto metodou identifikovány hledané enzymy (XET). 
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Obr. 16: Gelové pásy po IEF vzorek lichoeišnice se  !!"#$% &'(!')'*+,
vzorek petržele se zvýraznným pI s hodnotou 5,5; 5,3; 5,2 a 4,9 hodnoty, tyto hodnoty pI 
odpovídají hledaným hodnotám pI pro enzym XET. 
4.6 Detekce transglykozylaních aktivit lichoeišnice a petržele 
4.6.1 Papírová metoda 
Reakní smsi byly pipraveny a naneseny paraleln na papírovou matrici Whatman 3MM, 
pesn podle postupu uvedeném v kap. 3.8.1. Transglykozylaní aktivita resp. tvorba 
hybridního produktu byla detekována pod UV svtlem a mením fluorescenních jednotek 
na pístroji The Synergy™HT. 
Na Obr. 17, detekce pod UV svtlem, bylo pozorováno, že k nejintenzivnjší tvorb
produkt, pi využití proteinového extraktu z lichoeišnice, docházelo mezi substrátovým 
párem XG/XGOS-SR (Obr. 17A). Tento výsledek byl oekáván, jelikož jde o pirozenou 
reakci v rostlinných bunných stnách. Vysoká fluorescence byla pozorována i pro pár 
XG/GMOS-SR (Obr. 17B). Vysoké hodnoty fluorescence byly též zpozorovány i pro pár 
XG/CEOS-SR, což mohlo být zpsobené stejným složením CEOS a hlavního etzce XG. 
U oligosacharid GMOS-SR a CEOS-SR docházelo k jejich absorpci, kdy tyto oligosacharidy 
byly pravdpodobn vázány s celulózou v papírové matirici, už v ase 0 hod. Tvorba 
znaeného produktu byla zaznamenána i u pár XG/LAOS-SR, XG/PUOS-SR 
a XG/MLGOS-SR. 
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Obr. 17 A, B: Papírové matrice vizualizované pod UV svtlem, na které byly naneseny 
reakní smsi, obsahují XG jako donorový substrát, fluorescenn znaené oligosacharidy 
jako akceptorové substráty a proteinový extrakt ze semen lichoeišnice. 
Stejným postupem byla provedena papírová metoda i pro proteinový extrakt z petržele. 
Vysoká enzymová aktivita byla opt pozorována (Obr. 18 A,B) u pár XG/XGOS-SR, 
XG/GMOS-SR a XG/CEOS-SR a navíc i u páru XG/MLGOS-SR. Na zaátku inkubace 
znovu docházelo k absorpci znaených akceptorových substrát, GMOS-SR, CEOS-SR 
a MLGOS-SR. K tvorb znaeného produktu docházelo i v reakí smsi obsahující 
XG/PUOS-SR. 
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Obr. 18 A, B: Papírové matrice vizualizované pod UV svtlem, na které byly naneseny 
reakní smsi, obsahují XG jako donorový substrát, fluorescenn znaené oligosacharidy 
jako akceptorové substráty a proteinový extrakt ze semen petržele. 
Intenzita fluorescence byla zmena pomocí pístroje Synergy HT multi-mode microplate 
reader. Po zmení aktivity byly získaná data zpracována. Namené fluorescenní jednotky 
jsou znázornné v Tab. 5 a 6 a také v grafech (Obr. 19: A,B,C a 20 A,B,C). Jelikož namené 
údaje byly ádov odlišné, byly pro pehlednost rozdleny do více graf.  
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Tab. 5: Fluorescenní jednotky pedstavující tvorbu hybridního produktu, namené pomocí 
Synergy HT multi-mode microplate reader. Na papírovou matrici byly naneseny reakní 
smsi obsahující rzné oligosacharidy, XG a proteinový extrakt ze semen lichoeišnice: 
as [hod] OUA-SR XYLOS-SR AGOS-SR GMOS-SR MANOS-SR 
0 0 0 0 5 902 0 
0,5 0 703 591 27 044 2 087 
2 40 2 108 971 31 553 1 588 
5 49 2 502 764,5 26 341 354 
24 0 128 0 0 0 
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as [hod] XGOS-SR LAOS-SR PUOS-SR CEOS-SR MLGOS-SR 
0 0 0 0 4 828 0 
0,5 50 204 1 299 2 205 4 152 295,5 
2 61 600 5 447 3 410 11 301 1 685,5 
5 59 124 8 817 1 795 14 123 4 541,5 
24 5 001 3 345,5 58 700 0 
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Obr. 19 A,B,C: Grafické zobrazení fluorescenních jednotek namených na Synergy HT 
multi-mode microplate reader. Na papírovou matrici byly nanesené reakní smsi obsahující 
rzné oligosacharidy, XG a proteinový extrakt ze semen lichoeišnice. 
Získané údaje potvrdily výsledky po kvalitativní detekci pod UV svtlem. Navíc byla 
detekována tvorba produktu i mezi substrátovými páry, u kterých nebyla detekována pozitivní 
reakce pod UV. Kdy šlo o páry XG/XYLOS-SR, XG/AGOS-SR a XG/MANOS.  
Z graf je patrné, že u páru XG/CEOS-SR opravdu docházelo k absorpci. Ta byla 
zpsobená tím, že oligosacharid CEOS je odvozený od celulózy z které je složena papírová 
matrice. K absorpci docházelo také u páru XG/GMOS-SR. 
V pítomnosti akceptorového páru OUA-SR nedocházelo k transglykozylaní reakci, 
jelikož namené fluorescenní jednotky byly extrémn nízké. 
Naopak u XGOS-SR, který je typickým substrátem pro transglykozylaní reakce byly 
nameny vysoké hodnoty aktivit. Tyto aktivity byly na základ informací získaných 
z literatury oekávány a potvrdily správný prbh reakce. 
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U XG/LAOS-SR docházelo k postupnému vzrstu aktivit, nejvyšší aktivita (8 817 F.U.) 
byla zaznamenána pi 5 hod. Tento trend byl pozorován i u pár XG/MLGOS-SR 
a XG/XYLOS-SR. Nízké aktivity, které nepesáhly hodnotu 971 F.U. byly nameny 
u XG/AGOS-SR, kdy po 2 hod. zaala aktivita klesat.  
Z kvalitativního i kvantitativního vyhodnocení papírové metody vyplývá, 
že v proteinových extraktech ze semen lichoeišnice byl nalezen heterotransglykozylaní 
enzym/enzymy. 
Tab. 6: Fluorescenní jednotky pedstavující tvorbu hybridního produktu, namené pomocí 
Synergy HT multi-mode microplate reader. Na papírovou matrici byly naneseny reakní 
smsi obsahující rzné oligosacharidy, XG a proteinový extrakt ze semen petržele: 
as [hod] XGOS-SR LAOS-SR PUOS-SR CEOS-SR MLGOS-SR 
0 0 0 0 20 493,5 1 570 
1 2 399 46 0 33 795,5 3 276 
2 15 102 322 294,5 38 992,5 5 415 
5 26 703 416 730,5 32 732,5 7 539,5 
24 73 199 1 402 4 699 8 954 5 685,5 
as [hod] OUA-SR XYLOS-SR AGOS-SR GMOS-SR MANOS-SR 
0 0 0 0 948 0 
1 10 62 425 2091 111 
2 52 174 468 6 180,5 302 
5 73,5 221 532 8096 537 
24 115 648 774 12 070 399 
Data byla zpracována stejným postupem jako u XET získané z lichoeišnice. 
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Obr. 20 A, B, C: Grafické zobrazení fluorescenních jednotek namených na Synergy HT 
multi-mode microplate reader. Na papírovou matrici byly naneseny reakní smsi obsahující 
rzné oligosacharidy, XG a proteinový extrakt ze semen petržele. 
Ze získaných údaj je zejmé, že podobn jako v pípad reakních smsí obsahujících 
proteinový extrakt z lichoeišnice docházelo k absorpci CEOS-SR a GMOS-SR na papírovou 
matrici. Zde navíc docházelo k absorpci i u páru XG/MLGOS-SR. To potvrdilo výsledky 
získané kvalitativním vyhodnocením pod UV svtlem. 
Opt nejvyšší aktivita byla zaznamenána u XGOS-SR, který je typickým substrátem 
pro transglykozylaní reakce, maximální aktivita dosahovala hodnot 73 199 F.U.  
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Obdobných výsledk jako u produkt, které vznikly reakcí s enzymem získaným 
z lichoeišnice, bylo dosaženo i u OUA-SR. Aktivita zde byla nejnižší v porovnání 
z ostatními oligosacharidy. Reakci tedy nebylo možné považovat za reakci transglykozylaní. 
U pár XG/LAOS-SR, XG/XYLOS-SR a XG/AGOS-SR byl pozorován pomalý nárst 
aktivity, kdy nejvyšší hodnoty byly zaznamenány ve 24 hod. U XG/MANOS-SR byla naopak 
nejvyšší hodnota zaznamenána v 5 hod, poté docházelo k poklesu aktivity.  
Z kvalitativního i kvantitativního vyhodnocení papírové metody vyplývá, 
že v proteinových extraktech ze semen lichoeišnice i petržele byly nalezeny 
heterotransglykozylaní enzymy. 
4.6.2 HPLC 
Jelikož v pípad papírové metody docházelo k absorpci GMOS-SR na matrici, získané 
výsledky byly oveny pomocí metody HPLC. Analýzy byly uskutenny pro pirozený 
substrátový pár XG/XGOS-SR a XG/GMOS-SR v pítomnosti proteinových extrakt
ze semen lichoeišnice a petržele.  
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Obr. 21 A, B: Eluní profil reakních smsí obsahující XG jako donor, proteinový extrakt 
z lichoeišnice a akceptorové substráty: A  GMOS-SR, B  XGOS-SR. Reakní smsi byly 
inkubované v rzných asových intervalech a analyzované metodou HPLC. 
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Obr. 22 A, B: Eluní profil reakních smsí obsahující XG jako donor, proteinový extrakt 
z petržele a akceptorové substráty: A  GMOS-SR, B  XGOS-SR. Reakní smsi byly 
inkubované v rzných asových intervalech a analyzované metodou HPLC. 
Namená fluorescence znaeného produktu vznikajícího úinkem enzymu ze semen 
lichoeišnice, byla vyšší pro substrátový pár XG/XGOS a narstala s asem inkubace. 
Naopak v pítomnosti GMOS-SR docházelo k poklesu enzymové aktivity. 
V pípad enzymu získaného ze semen petržele docházelo v obou pípadech k nárstu 
fluorescence. Aktivita tohoto enzymu byla v porovnání s enzymem z lichoeišnice 
nkolikanásobn nižší. Eluní profily reakních smsí potvrdily pítomnost 
heterotransglykozylaních enzym v semenech studovaných rostlin. 
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5 ZÁVR 
- Cílem této bakaláské práce byla píprava fluorescenn znaených oligosacharid
a detekce transglykozylaních/heterotransglykozylaních aktivit v semenech 
dvoudložných rostlin. 
- Kvalita a složení znaených oligosacharid (XGOS-SR, LAOS-SR, CEOS-SR, AGOS-
SR, GMOS-SR, MANOS-SR, PUOS-SR, MLGOS-SR, OUA-SR a XYLOS-SR) byly 
analyzovány pomocí TLC a MALDI-TOF MS. Tyto fluorescenn znaené 
oligosacharidy byly smsí oligosacharid s rznou molekulovou hmotností. Pomocí TLC 
byly charakterizovány majoritní fluorescenn znaené oligosacharidy. Metodou 
MALDI-TOF MS byly identifikovány další oligosacharidy s rznou molekulovou 
hmotností, s nižší intenzitou. 
- Pipravené znaené oligosacharidy byly použity jako akceptorové substráty na detekci 
transglykozylaních aktivit proteinových extrakt získaných ze semen Lichoeišnice 
vtší (Tropaeolum majus) a petržele Olomoucké dlouhé (Petroselinum crispum).
- Z klíících semen studovaných rostlin byly vyizolovány proteinové extrakty, 
které obsahovaly transglykozylaní enzymy. SDS eletroforézou a IEF-PAGE 
bylo potvrzeno, že v získaných proteinových extraktech byly nalezeny enzymy, 
kterým se pipisuje transglykozylaní aktivita. Metodou IEF-PAGE byly v extraktu 
ze semen lichoeišnice identifikovány proteiny s hodnotou pI 6,3 a v extraktu ze semen 
petržele proteiny s pI 5,5; 5,3; 5,2 a 4,9. SDS elektroforézou byly identifikovány proteiny 
s velikostí ~30 kDa. Všechny tyto hodnoty odpovídaly rozsahu pI a velikosti XET 
enzym uvádným v dostupných publikacích.  
- Pítomnost transglykozylaních enzym byla detekována pomocí papírové metody 
a HPLC. Úinkem enzymu/enzym proteinového extraktu z lichoeišnice i z petržele 
docházelo k reakci mezi všemi substrátovými páry, krom páru XG/OUA-SR, 
u kterého k reakci nedocházelo. Kvalitativní i kvantitativní vyhodnocení potvrdilo 
pítomnost transglykozylaních/heterotransglykozylaních enzym v semenech 
studovaných rostlin. 
- Metodou HPLC bylo potvrzeno, že k transglykozylaní reakci docházelo i mezi 
substrátovým párem XG/GMOS-SR. I navzdory tomu, že papírovou metodou byla 
detekována absorpce tohoto znaeného oligosacharidu. Z výsledk je patrné, 
že enzymová aktivita, pi použití enzymu z lichoeišnice, byla u pirozeného 
substrátového páru XG/XGOS-SR vyšší než pi využití enzymu z petržele. 
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7 SEZNAM ZKRATEK 
AGOS - arabinogalaktooligosacharidy 
AGOS-SR - arabinogalaktooligosacharidy znaené sulforodaminem 
APS - peroxodisíran amonný 
CAZy - databáze pro glykozylhydrolázy založená na podobnosti   
sekvencí (Carbohydrate-Active Enzymes server) 
CBB - Coomassie Brilliant Blue 
CEOS - celooligosacharidy 
CEOS-SR - celooligosacharidy znaené sulforodaminem 
GH-B - klan glykozylhydroláz 
GH7 - glykozylhydrolázová rodina 7 
GH16 - glykozylhydrolázová rodina 16 
GMOS - galaktomanooligosacharidy 
GMOS-SR - galaktomanooligosacharidy znaené sulforodaminem 
GMOS2-SR - galaktomanodisacharid znaený sulforodaminem 
GPC - gelová permeaní chromatografie 
HEC - hydroxyethylcelulóza 
HPLC - vysokoúinná kapalinová chromatografie (High 
Performance Liquid Chromatography) 
HvXET5, HvXET6 - izoenzymy XET izolované z jemene (Hordeum vulgare) 
IEF - izoelektrická fokusace 
IEF-PAGE - izoelektrická fokusace probíhající v polyakrylamidovém 
gelu 
LAOS - laminariooligosacharidy 
LAOS-SR - laminariooligosacharidy znaené sulforodaminem 
MALDI - laserová desorpní ionizace na nosii (Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization) 
MANOS - manooligosacharidy 
MANOS-SR - manooligosacharidy znaené sulforodaminem 
MLGOS - -1,3/1,4-D glukooligosacharidy 
MLGOS-SR - -1,3/1,4-D glukooligosacharidy znaené sulforodaminem 
MS - hmotnostní spektrometrie 
m/z - hmotnost/náboj 
OUA - oligouronové kyseliny 
OUA-SR - oligouronové kyseliny znaené sulforodaminem 
PAGE - polyakrylamidový gel 
pI - izoelektrický bod 
PUOS - pustulooligosacharidy 
PUOS-SR - pustulooligosacharidy znaené sulforodaminem 
SDS - dodecyl síran sodný 
SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pítomnosti SDS
SR - sulforodamin 
TCA  - trichloroctová kyselina 
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TEMED - N,N,N,N-tetramethylethylendiamin 
TLC - tenkovrstvá chromatografie (Thin Layer Chromatography) 
XEG - xyloglukan endoglukanáza 
XEH - xyloglukan endohydroláza 
XET - xyloglukan endotransglykozyláza 
XG - xyloglukan 
XGOS - xyloglukan oligosacharidy 
XGOS-SR - xyloglukan oligosacharidy znaené sulforodaminem 
XGOS9-SR - xyloglukan nonasacharid znaený sulforodaminem 
XTH - xyloglukan endotransglykozyláza/hydroláza 
XYLOS - xylooligosacharidy 
XYLOS-SR - xyloogligosacharidy znaené sulforodaminem 
3D - tídimenzionální 
[3H] - tritium 
[14C] - radioaktivní izotop uhlíku 
